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(g) Utilisation de derives de la beta-naphtoquinone pour Tacceleration de la proliferation des cellules 
endotheliales et de Tinhibition des no synthases. 

(|7) Utilisation de derives de la b6ta-naphtoquinone de fomnule (I) : 
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dans laquelle R est un groupement -NH-CO-NH2 ou -NH-CO-CH3 ou un hydroxyle. et leurs sels, pour la 
fabrication d'un medicament penmettant d'accelerer la proliferation des cellules endotheliales et 
d'inhiber les NO synthases. 
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La presente invention concerne une nouvelle utilisation de derives de la beta-naphtoquinone ainsi que de 
leurs sels. 

Le brevet Special de Medicament 924 M decht I'application a titre de medicaments de derives de la beta- 
naphtoquinone. Selon ce brevet, ces derives sont presentes comme possedant des proprietes hemostatiques 
5 et des proprietes vitaminiques. 

On salt que I'endothelium est constltue par une mono-couche de cellules d'origine mesodermique qui ta- 
pisse t'interieur de tout le systeme vasculaire. H constit ue done I'lnterface entre le sang et les tissus avoisinants. 
Cette localisation lui confere un role majeur dans le maintien de I'lntegrite vasculaire et sanguine. 

Le detachement de la monocouche de cellules endotheliales non thrombogenes entraine I'exposition du 
10 sous-endothelium thrombogene (adhesion plaquettaire et leucocytaire). L'exposltion du sous-endothelium est 
une situation pathologique qui se retrouve dans certaines interventions chirurgicales : embolectomies, angio- 
plasties, endarteriectomie et greffes de protheses vasculaires ou dans certaines situations de pathologie me- 
dicale (atherosclerose, vascularites). Toutes ces situations ont un interet commun qui est la reconstitution ra- 
pide d'une surface endotheliale intacte et fonctionnelle. II a ete demontre recemment que les facteurs de crois- 
15 sance polypeptidiques (FGF : fibroblast growth factor ; PDGF : platelet derived growth factor ou EGF : epider- 
mal growth factor) jouent un role important dans la reparation de lesions vasculaires ou cutanees : ulceres, 
escarres et brulures. 

En poursuivant ses etudes sur les derives de ta beta-naphtoquinone precites. la demanderesse vient de 
trouver de fagon tout ^ fait inattendue que ces derniers presentaient une remarquable activite permettant d'ac- 
20 celerer la proliferation des cellules endotheliales et d'inhiber les NO synthases constitutive et induite. 

La presente demande a ainsi pour objet une nouvelle utilisation de derives de la beta-naphtoquinone de 
formule generale (I) ; 
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dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-NH2, ou un groupement de formule -NH-CO- 
CH3, ou un groupement hydroxyle. ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques phar- 
maceutiquement acceptables, pour la fabrication d'un medicament permettant d'accelerer la proliferation des 
cellules endotheliales et d'inhiber les NO synthases. 

Les sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables peuvent 
etre, par exemple, les sels formes avec les acides chlorhydrique, bromhydrique, iodhydrique, nitrique. sulfu- 
rique. phosphorique, propionique, formique, benzoTque, maleique, fumarique, succinique, tartrique, citrique. 
oxalique. glyoxylique, aspartique. alcanesulfoniques tels que les acides methane et ethane sulfoniques et aryl- 
sulfoniques, tels que Tacide benz^nesulfonique. 

Parmi les derives de la beta-naphtoquinone de formule generale (!), on retient notamment : 

- le produit de formule (I) dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-NH2, ainsi que 
ses sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables, 

- le produit de formule (I) dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-CH3, ainsi que 
ses sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables, 

- le produit de formule (I) dans laquelle R represente un groupement hydroxy, ainsi que ses sels d'addition 
avec les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

Parmi les produits preferes de rinvention. utilises pour la fabrication d*un medicament permettant d'acce- 
lerer ta proliferation des cellules endotheliales et d'inhiber les NO synthases, on retient tout particuli^rement 
la 2-semicarbazone de la 1 ,2-naphtoquinone plus connue sous la denomination commune internationals de 
naftazone. Dans la partie experimentale. ce produit figure sous sa DCI (denomination commune internatio- 
nale). 

En raison de ces remarquables proprietes permettant d'accelerer la proliferation des cellules endotheliales 
et d'inhiber les NO synthases, illustrees plus loin dans la partie experimentale, les derives de la beta- 
naphtoquinone de formule (I), tels que d6finis ci-dessus. ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mine- 
raux ou organiques pharmaceutiquement acceptables, peuvent etre utilises dans le domaine vasculaire, par 
exemple dans la prevention de I'hypotension du choc septique. de Tatherome, des restenoses arterielles (apr6s 
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angioplastie). dans la protection vasculaire. dans les greffes et I s proth^ses vasculaires. dans la protection 
cerebrals lors du "stroke", ou dans le traitement de la douleur comm antioedemateux par diminution de la 
permeability capillaire, dans le traitement de la migraine par fermeture des shunts arterioveineux c^rebraux. 
dans les processus pathologiques impltquant la micro-circulation (en ophtalmologie. en diabetologie) comme 
5 dans les vascularites (en particulier m 'dicamenteuses) et dans t'ensemble des processus de cicatrisation et 
reparation tissulaire. 

La dose usuetle, variable selon le produit utilise. le sujettraiteetl'affection en cause. peut §tre parexemple 
de 1 mg ^ 100 mg par jour, par voie orale ou par voie injectable. 

Linvention a egatement pour objet les compositions pharmaceutiques qui renferment «i titre de principe 
10 actif Tun au moins des medicaments d^f inis ci-dessus. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre, par exemple, solides ou liquides et se presenter sous 
les formes pharmaceutiques couramment utilisees en medecine humaine, comme par exemple. les compri- 
mes, simples ou drageifies, les gelules, les capsules, les granules, les suppositoires. les preparations injec- 
tables ; elles sont preparees selon les methodes usuelles. Le ou les principes actifs peuvent y etre incorpores 
15 a des excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le talc, ta gomme 
arabique, le lactose, I'amidon. le stearate de magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, 
les corps gras d'origine animale ou vegetale, ies divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, les 
conservateurs. 

Des precedes de preparation des derives de ia beta-naphtoquinone de formule (I) ainsi que de leurs sets 
20 ont ete decrits dans la litterature. On peut notamment citer les precedes decrits dans le brevet special de me- 
dicament 924M precite, ou dans le brevet frangais 2 103 504. 

II va etre donne maintenant ^ titre non limitatif des exemples de compositions pharmaceutiques pouvant 
etre utilisees dans la mise oeuvre de I'invention. 



25 EXEMPLE 1 : 

On a prepare des comprimes repondant d la formule suivante : 

- Naf tazone 1 0 mg 

- Excipient q.s.p. pour un comprime termine a 150 mg 

30 (detail de I'excipient : lactose, amidon, talc, stearate de magnesium). 



EXEMPLE 2 : 



On a prepare un solute injectable repondant a la formule suivante : 
35 - Naf tazone 5 mg 

- Excipient aqueux sterile q.s.p. 2 ml 



EXEMPLE 3 : 



40 On a introduit 8,6 g de Naf tazone dans 200 ml d'anhydride acetique. Apr6s 10 heures de chauffage ^ 

140*^0, puis refroidissement, filtration, extraction du precipite par le chloroforme, evaporation a sec. reprise 
parl'ethanol, passage sur charbon actif, filtration etcristallisation lente, on a obtenu 5.1 g de produit repondant 
^ la formule (I) avec R = -NH-CO-CH3 (poudre microcristalline jaune ocre, F = 137-138°C). 

45 ETUDE PHARMACOLOGIQUE 

I - Etude in vitro de la proliferation des cellules endotheliales humaines de veine saph^ne 

Nous avons evalu6 les propri^tes mitogenlques de la naftazone sur des cellules endotheliales humaines 
50 de veine saph6ne en culture dans^des conditions standard. 

La naftazone, k des concentrations comprises entre lO-s M et 10-^ M. accel6re la proliferation de cellules 
endotheliales, ensemencees ^ faible densite, d'un facteur 2 au maximum en comparaison du temoin (sans naf- 
tazone). 

A confluence, la density cellulaire reste legerement augmentee (environ 20 %). Par centre, en presence 
55 de concentrations optimales de serum, la difference de densite cellulaire entre le controle et les echantillons 
contenant la naftazone s'estompe. 

En conclusion, dans les conditions de Tessai, Teffet de la naftazone reste en general inf6rieur ou egal d 
celui induit par les FGFS mais, ^ confluence, la densite c llulaire en presence des facteurs FGFs est nettement 
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superieure ^ cel!e obtenue avec ta naftazone. en comparaison du temoin. 

Il-Etud d I'inhibitionde la NO synthase c nstitutive dos cellules endotheliales vasculaires 

La naftazone a fait I'objet d'etudes realisees sur anneaux (3 a 4 mm de long) d'aorte abdominale de rat 
CD (200-250 g. Charles River. France) et de veine femorale de lapin New-Zealand (2-2.5 kg, Charles River. 
France). 

Les anneaux sont places en chambre d'organe (25 ml. Phymep. France) dans una solution de Krebs- 
Ringer. Cette solution est tonometree en permanence par un melange gazeux a 95 % O2 - 5 % CO2, a pH 7,40 
et thermostatee ^ 37^C. La force isom^trique developpee par les anneaux est mesuree par des capteurs de 
tension (Phymep, France). Les anneaux sont amenes ^ leur point optimal de la relation tension-longueur par 
des stimulations repetees k I'aide de KCI 40 mM. Les etudes pharmacologiques sont realisees apr^s ringages 
et une periode d'equilibre de 45 minutes. Lorsque la reponse pharmacologique du vaisseau est etudiee sans 
endothelium, celui-ci est elimine par f rottement de I'int^rieur du vaisseau a I'aide dune pince a dissection. L'ab- 
sence d'endothelium est verifiee par I'absence de relaxation du vaisseau induite par I'ACh 10-« M apres 
contraction a NAD 10-^ f^. Les contractions sont exprimees en % de la contraction maximale a KCI 60 mM, 
les relaxations sont exprimees en % de la contraction ^ NAD 10-5 M ou PGF2'^ 10-^ M. 

Les proprietes pharmacologiques suivantes ont ete observees : 

1 - la naftazone (10-« M - 10^ M) augmente significativement le tonus basal des anneaux aortiques de 
rat et de veine femorale de lapin. 

2 - la naftazone (10-® M - 10^ M) potentialise les contractions obtenues avec la NAD (10-^ M - 10-5 M) et 
avec la 5HT (10-^ M - 10-5 M) de fagon significative et dose dependante sur aorte de rat. Cette potentia- 
lisation disparait en I'absence d'endothelium. 

3 - Sur anneaux aortiques contractes a la NAD (lO-s M). !a naftazone (10-« M - 10-^ M) inhibe de fa?on 
significative et dose dependante la relaxation a I'ACh (10-^ M - 10-5 m). Linhibition atteint 60 a 80 % pour 
la naftazone (10-5 M) pourune relaxation obtenue avec ACh (10-5 M). Cette inhibition est comparable en 
cinetique, en amplitude, ^ celle obtenue avec le Nco-Nitro-L-Arginine (10"« M) (inhibiteur puissant des NO 
synthases). 

Sur des anneaux aortiques contractes a PGF2« (2.10^ M) en presence d'lndomethacine (10-5 et de 
Ketanserine (10*5 M), ia naftazone (lO-e M - 10-^ M) inhibe la relaxation obtenue avec 5HT (10-9 m - 10-5 M) 
de fagon significative et dose dependante (10-« M - 10** M). 

4 - Sur anneaux aortiques contractes a la NAD (10-^ M) ou a PGF2- (2.10-^ M) en presence d'lndometha- 
cine (10-5 M), la naftazone inhibe la relaxation obtenue avec le calcium ionophore A23187 (10"^ M - 10-^ 
M), ceci de fagon significative et dose dependante (10^ M - 10-^ M). 

5 - Linhibition de la relaxation endothelium dependante ^ I'ACh, ^ la 5HT et au A23187 obtenue avec la 
naftazone (10-5 M) est levee totalement par la L-Arginine (9.10-^ M). 

6 - La naftazone (10-5 m) inhibe de fagon significative I'hyporeactivite a la NAD {10-^ M - 10-5 obtenue 
apres 3 heures d'incubation d'anneaux aortiques de rat en presence de Lipopolysaccharides E. coli 01 1 B4 
(10 |.im/ml). Get effet est comparable a celui obtenu avec le Ni-Nitro-L-Arginine (10-5 M). 

7 - La naftazone (10-5 M) potentialise ta contraction a la NAD (10-^ M - 10-5 m) obtenue sur anneaux d 
veine femorale de lapin et inhibe la relaxation ^ TACh (10-^ M - 10-5 M). 

En conclusion. Taugmentation du tonus basal, la poten tialisation des effets vasoactifs de la Noradrena- 
line, de la S6rotonine, I'inhibition des relaxations endothelium dependantes ^ rAcetylchollne. la Serotonine et 
au Calcium ionophore A23187. la Iev6e de I'inhibition des relaxations endothelium dependantes par la L-Ar- 
ginine. I'inhibition de I'hyporeactivite ^ la Noradrenaline induite par I'endotoxine bacterienne, font ciasser la 
naftazone comme inhibiteur de NO synthase constitutive et de NO synthase induite. 
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1) Utilisation de derives de la beta-naphtoquinone de formule g^nerale (I) : 
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dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-NH2, ou un groupement de formule -NH-CO- 
10 CH3, ou un groupement hydroxyle, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques phar- 
maceutiquement acceptables, pour la fabrication d'un medicament permettant d'accelerer la proliferation des 
cellules endoth6liales et d'inhiber les NO synthases. 

2) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le derive de la beta-naphtoquinone est un 
produit de formule generate (I) dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-NH2, ainsi que 

15 ses sels d'addition avec tes acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

3) Utilisation selon la revendication 1. caracterisee en ce que le derive de la beta-naphtoquinone est un 
produit de formule generale (I) dans laquelle R represente un groupement de formule -NH-CO-CH3. ainsi qu 
ses sels d'addition avec ies acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

4) Utilisation selon la revendication 1. caracterisee en ce que le derive de la beta-naphtoquinone est un 
20 produit de formule generale (I) dans laquelle R represente un groupement hydroxy, ainsi que ses sels d'addition 

avec les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables. 

5) Utilisation selon la revendication 1 ou 2. caracterisee en ce que le derive de la beta-naphtoquinone est 
la 2-semicarba2one de la 1 ,2-naphtoquinone. 

25 



30 



35 



40 



45 



50 



55* 



5 



EP0 631 776 A1 



Office europeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



EP 94 40 1460 



DOCUME>rrS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citation du 



t parties pCTtinentes 



en cas de bcsoin. 



Revefi4jcation 



CLASSEMEIST DE LA 
DEMANDS (lni.a.6) 



FR-A-924M (ETABBLISSEMENTS MARCEL DU 
BLED) 1961 

* 1e document en entier * 

LA GAZETTE MEDICALE, 

vol .100» no. 20, 27 Mai 1993 

page 38 

M?i!|;r:"* '^"^lOVEN lOmg, MEDICAMENT DE 

* le document en entier * 

* surtout colonne 2, ligne 2 A 9 • 

AGRESSOLOGIE. 
vol.12, no.l, 1971 
pages 25 - 30 

LABORIT, H. ET AL 'EFFETS OE LA 
MONO-SEMICARBAZONE DE LA 
8ETA-NAPHT0QUIN0NE DANS LE CHOC 
HewORRAGIQUE EXPeRIMENTAL' 

* le document en entier * 

* surtout page 28, colonne 2, ligne 27-29 



1-5 



1-5 



A61K31/175 
A61K31/165 
A61K31/12 



1-5 



Le presot rapport a etc c«abS pour toutes ks tcvcndicatioiis 



LA HAYE 



13 Octobre 1994 



I 

O 



CATEGOfUE DES DOCliMENTS CITES 

X : Mrtlaill«rtain( p«Rlii«at i f til sail 

Y : partlcttUArwMBt p«rllocnt ca eoaUiuison avec i 

A I'J^^*™™™* *• l» cattgDrte 

A : irr1«r».pUa teckaoloDteue 

O : rfivulgatioa non-MU 

P : document IncercaUJre 



DO MAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Inl.a.6) 



A61K 



Mair, J 



T : tkforie ou wiodpe i la hue 4e I'iavcnfkw 
E : docoiaefkl U brevet ut«ri«ttr, aaJs publii i tm 

iatc U dApOc oo apris cen« iate 
D : dth iaos la icnao4e 
L : cil4 poar i'ntns rmlsotts 

A : ia«abr« d« la n«n« faiaille, 4ocaai«at coms^tent 



6 



